Introduction
R������������ �R���, � m�mb�� �f ��� ����������������� �TZD� f�m��y, �� � ������ ���� �y����yc�m�c ���� ���� �� ��� �����m��� �f �y�� 2 ���b���� m������� �� �� ������� ���������� �1�. H�w�v��, �� �� ����c����� w��� ��������� �k������ ��v���� �ff�c��, ��c� �� ������������, �����c�����y �� ����� f�m���� �2,3�. T��� ��� b��� �������� ��� �� ��� ������������ ����c�� by R�� �� ��� �������, w��c� ��c������ ������������ f��m b��� m����w ����m�� c���� �bM�C�� �3�. T����f���, ��� b����c� b��w��� b��� f��m�-���� ��� b��� �b�������� �� ����������. T� ����, b�������������� ��v� b��� ���� �������� w��� R�� �� ��� ������� �� ��� �����-m��� �f �y�� 2 ���b���� m������� f�� ���v������ ������������ by b��ck��� �����c������������ �4,5�. A������� b�������������� ���v��� ��� ��c����� �� b��� ������y, ���y ��� ���� ����c����� w��� ��m� ������� ��v���� �ff�c�� �6-9�. T���, b�������������� m�y ��� b� ��� b��� c���c� f�� ��� ���v������ �f ������������ ����c�� by R��.
bM�C� ��� ��m��y m����c�ym�� ���m c���� �M�C��, � �y�� �f m����-������ ���������� c����, w��c� c�� ��ff��������� ���� c����������c, ���������c, my�����c, �� ���������c �������� �10,11�. R�� �� �� ������� �f ����x���m� �����f������-�c��v���� ��c����� γ �PPARγ�, w��c� ��� b��� c��������� �� b� � c����c�� ��������� �f ���������c ��ff����������� �12,13�. PPARγ f��m� �������m��� w��� �������� X ��c����� �RXR� �� c�mm�� M�C� �� ��� ���������c ������� �12,13�. H�w�v��, PPARγ �c��v����� �� ���� ��������� f�� ���������c ��ff���������� �14,15�. T���, �� m�y b� �����b�� f�� R�� �� ����c� ���������c ��ff����-������� �� ��v�� c���������.
A��-trans �������c �c�� �ATRA�, �� �m������� m���b�-���� �f v���m�� A, �� c����c�� f�� �mb�y���c ��v����m��� ��� m��������c� �� ������ �16,17�. ATRA c������ ��� ��� b������c�� f��c���� ������� b������ w��� �������c �c�� ��c����� �RAR� �� RXR, ��� ���� f��m� � ��������m�� w��� RXR �� �������� ��� �x�������� �f ��w������m ������� �18�. P��v���� ������� ��v� All-trans retinoic acid shifts rosiglitazone-induced adipogenic differentiation to osteogenic differentiation in mouse embryonic fibroblasts Ectopic bone formation assay. T�� c���� �MEF�� w��� ���������� w��� DM�O, R�� ���/�� ATRA. Af��� 4 ��y�, ��� c���� w��� harvested and resuspended in cold PBS (4˚C) for subcutaneous ��j�c���� �5x10 6 /injection) to the flanks of athymic nude mice �5 ���m��� ��� �����, 4-6-w��k-��� f�m�����. T�� ���m��� w��� ��v���� ���� 4 ������, ��c������ ATRA, R��, ARTA c�mb���� w��� R��, ��� c������. R�� ���/�� ATRA w��� ��m���������� �����������c���y, 3 ��m�� � w��k. T�� ��m� v���m� �f c��b�xy-m���y�c�������� �����m �CMC-N�� w��� ���� �� � c������. Acc������ �� ��� ������� ��� ��� ����� �����, ��� ���� w�� ��� �� 2.5 m�/k� f�� ATRA, ��� 20 m�/k� f�� ������������� �����m �2,25�. T�� ���� m�c� w��� �b������ f��m ��� A��m�� C����� �f C����q��� M���c�� U��v�����y. A�� ���m�� �x����-m���� w��� �����v�� by ��� I������������ A��m�� C��� ��� U�� C�mm����� �IACUC� �f C����q��� M���c�� U��v�����y. T���� w��k� ����-�m����������, ��� ���m��� w��� ���������� w��� ��������������� ��j�c���� �f �����m �����b��b���� �200 m�/k��, ��� ��� b��� m����� w��� ������v�� f�� m�c��-c�m����� ��m�-������c �µCT� �c�� ��� ���������c�� �v��������. T�� ������� w��� �b������ f��m �� ����� 3 ����������� �x����m����.
μCT imaging analysis. T�� ������v�� b��� m����� w��� �c����� w��� µCT �V�v�CT 40; �c��c� M���c�� A�, B�ü���������, �w����������. T�� �m��� ���� ����y��� ��� 3D ��c������c-���� w��� ���f��m�� f����w��� ��� ��f�w��� w��� ��� �c����� �µCT 516.1�.
Histological staining and evaluation. T�� ������v�� b��� masses were fixed with 10% formalin (decalcified, if necessary) and embedded in paraffin. Serial sections of the embedded ���c�m��� w��� ������� w��� ��m���xy��� ��� ����� �H&E�, �� M�����'� ���c���m� ������b�� �c���c� & T�c������y� �f��� being deparaffinized and rehydrated.
Statistical analysis. M�c����f� �xc�� w�� ���� �� c��c����� ����-dard deviations and statistically significant differences between ��m���� ����� ��� �w�-������ �������'� �-����. A �-v���� <0.05 was considered to indicate a statistically significant difference. 
Results

PPARγ and isoforms of RXR and RAR are present in C2C12,
RSG and ATRA induce ectopic bone formation in MEFs.
A������� ��� ������� f��m ��� in vitro �x���m���� ����c���� ���� R�� c�� ����c� ���������c ��ff����������� w��� ���� �� c�mb������� w��� ATRA, �� ��m���� ��k��w� w������ R�� ��� ATRA c�� ����c� b��� f��m����� in vivo. W� ���� ���f��m�� ��� w���-����b������ �c����c b��� f��m����� �x����m��� �� �����m��� ��� �ff�c�� �f R�� ���/�� ATRA �� ossification. We pre-treated MEFs with RSG and/or ATRA, and then implanted the cells subcutaneously into the flanks of ���ym�c ���� m�c�, ��� ��� m�c� w��� ���� ������� w��� R�� ���/�� ATRA �����������c���y. A� ��� ��� �f ��� �x����m���, ��� nude mice were sacrificed and the bone mass was harvested; b��� m��� w�� ���y f���� �� ��� ����� ������� w��� R�� ��� ATRA �F��. 4A�. T�� 3D ��c������c���� �f ��� m�c��-CT �c�� ��� ��� ������� �f ���������c�� ����y��� c��f��m�� ��� ossification induced by the combination of RSG and ATRA in ��� MEF� �F��. 4B-D�. T���� ���� �������y ������� ���� R�� ����c� ����������c ��ff����������� w��� ���� �� c�mb������� w��� ATRA �� M�C�.
ATRA inhibits RSG-induced adipogenic differentiation in
MEFs. A������� ��� ������� ��m��������� ���� R�� ����c�� ������������ �� MEF� w��� ���� �� c�mb������� w��� ATRA, ��� �����b�� m���c���� m�c�����m� ������y��� ���� ���c��� ��m��� ��k��w�. A� R��-����c�� ������������ m����y ������� f��m ��� c�mm��m��� �f bM�C� �� ��� ���������c �������, w� firstly analyzed whether the RSG-induced adipogenic differ-��������� c�� b� ����b���� by ATRA. T�� ������� �f O�� R�� O �������� ��v���� ���� ATRA m��k���y ���������� R��-����c�� 
Discussion
I� ��� ������� ����y, w� ��m��������� ���� R�� ����c�� ��� ���������c ��ff����������� �f MEF� w��� ���� �� c�mb������� w��� ATRA. M�c�������c���y, w� f���� ���� ���� �ff�c� m�y b� m������� �����y by ��� ����b����� �f ���������c ��ff�������-tion and the activation of BMP/Smad signaling. Our findings ��������� ���� ��� c�mb������� �f R�� ��� ATRA m�y b� � ��v�� ��� ���m����� ����������c ����m�� f�� �y�� 2 ���b���� m�������, w��c� m�y b� ���� �� ���v��� ��� ��v����m��� �f ������������ f��m R�� �� ��� �������, �������� f������ ������� ��� w�������� �� ���v��� m��� �v����c� �f ����.
A� R�� �� � w���-k��w� ������� �f PPARγ ��� ATRA �� �� ������� �f RAR ��� RXR, R�� ���/�� ATRA m�y �x��� ����� b������c�� f��c����� ������ b������ w��� ��� c������������ receptors (27, 28) . For this reason, we firstly determined whether ����� ��c������ ��� ����c��b�� �� �v����b�� c����. W��� qPCR ����y, w� f���� ���� PPARγ ��� ��� ���f��m� �f RAR ��� RXR w��� ��� ������� �� ��� C2C12, C3H10T1/2 c���� ��� MEF�, although the expression profiles differed (Fig. 1) . This evidence ��������� ���� ��� ���������c ��ff����������� ����c�� by R�� �� c�mb������� w��� ATRA m�y b� ����������� by b������ w��� ����� ��c������. A� ��� b��� ��������, C2C12 ��� C3H10T1/2 c���� ��� b��� w����y ���� �� ������c� �� �������� ��ff�������-���� �26�, ��� MEF� ��� ���� m������� ���������� c���� ��� c�� b� c�mm����� �� ��ff����� ��������, ��c� �� ���������c ��ff��-��������� �22�. I� f�c�, C2C12 ��� C3H10T1/2 ��� c�mm��c����y available cell lines which have been modified, while MEFs are parental cells without any modifications. In view of this, we �m���y�� ��� �������� MEF� �� ��� �x����m����.
R��, �� ��� �������, ��v� b��� ���� �� ��w��f�� ������� ����������� f�� �y�� 2 ���b���� m�������, �������� ��v���� ��v��� ��v���� �ff�c�� ��v� b��� �������� w��� ����� ���. O����������� �� ������������-������� f��c����� ��� ��� �f ����� w���-��c�m����� ��v���� �ff�c�� �f R��, �����c�����y �� ����� f�m���� �2,29,30�. T�� �y����yc�m�c �ff�c� �f R�� �� ��� ������� m����y c�����b-���� �� ��� �c��v����� �f PPARγ, � ��c���� ��c����� ���������� ���c��� ��� f���y �c�� m���b����m. PPARγ ����� �� f��m � ��������m�� w��� RXR, ��� ���� b���� w��� PPAR ���������� ���m��� �PPRE� �� �������� ��� �x�������� �f ������ �����. A���� f��m ����, PPARγ ��� ���� b��� ������� �� �� ��������� f�c��� �� ����c� ���������c ��ff����������� �12�. bM�C� ��� m���������� ���������� c����, w��c� c�� ��ff��������� ���� ��� ���������c �� ���������c �������. T����f���, ������������ ����c�� by R�� �� ��� ������� �� c��������� �� �cc�� by ���m����� bM�C� ��ff��������� ���� �����cy��� �� ��� �x����� �f ������������, T�k�� ��������, ��� ���� ��m��������� ���� ��� c�mb���-���� �f R�� ��� ATRA c�� �������y ����c� ��� ���������c ��ff����������� �f MEF�, w��c� m�y b� �����y m������� by ��� ����b����� �f ���������c ��ff����������� ��� ��� �c��v����� �f BMP/Smad signaling. This finding may provide a promising ��� ����v������� ����������c ����m�� f�� ������� ��������c� w��� ��� c�mb������� �f R�� ��� ATRA, w��c� m�y ����c� �� ���m����� ��� �k������ ��v���� �ff�c�� �f R�� by ���f���� ��� R��-����c�� ���������c ��ff����������� ��w���� ��� �����-����c ��ff����������� �f bM�C�.
